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"El cerebro humano es como una máquina de acuñar moneda. 
Si echas en ella metal impuro, obtendrás escoria 
 si echas oro, obtendrás moneda de ley." 
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1. Farmacocinética del etanol. 
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1.3. Metabolismo y eliminación. 
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Figura I-1. Metabolismo del etanol. ADH, alcohol deshidrogenasa; MEOS, sistema de 
oxidación microsomal de etanol.
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2. Farmacodinamia del etanol. 
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3. Acciones farmacológicas del etanol. 
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3.3. Aparato respiratorio. 
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3.4. Aparato cardiovascular. 
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3.5. Sistema hematopoyético. 
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3.6. Aparato urogenital. 
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3.7. Efectos teratógenos. 
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 Tabla I-1. Secuencia aminoacídica de los pétidos opioides endógenos. 
 





Proencefalina Leu-encefalina Met-encefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met 
Prodinorfina Dinorfina (1-17) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln 
 
 
Tabla I-2. Resumen de la transducción de señales y farmacología 
de los receptores opioides. 
 
 RECEPTOR OPIOIDE 
 m d k 
Familia génica Prot. G  7 DTM Prot. G  7 DTM Prot. G  7 DTM 
Organización génica Intrónica Intrónica Intrónica 
Tamaño del RNAm 10-16 kb 4.5 Kb 5.2 Kb 
Nº de aminoácidos 398 372 380 






Antagonistas Naloxona Naltrindol Norbinaltrofimina 
Transdución de señal ¯AMPc ¯AMPc ¯AMPc 
Sitios de glicosidación 5 2 2 
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Tabla I-3. Distribución de la expresión génica y densidad receptorial 
de los receptores opioides. 
 
 RECEPTOR OPIOIDE 
 






Sustancia gris periacueductal, 
Sustancia negra 
Colículos 















Núcleo del tracto solitario 
Corteza 
Estriado 




Area ventral tegmental 
Núcleo del tracto solitario 
 
 
Tabla I-4. Diferencias innatas en los niveles de b-endorfina en regiones cerebrales de 
razas preferentes en comparación con razas no preferentes. 
 




LA, Amig, SG, C-
Pu, CF, Hipoc, 
Septum 
Crabbe y cols., 1981; 
Gianoulakis y Gupta,1986; 
de Waele y cols., 1992; de 




Amig, SG LI, Acb, C-Pu, CF Gianoulakis y cols., 1992 
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Tabla I-5. Efectos de la administración aguda y crónica de etanol sobre los niveles 
séricos y cerebrales de b-endorfina 
 
 Region Agudo  Crónico  
Suero 
Alcoholicos ­ 
Gianoulakis y cols., 1989; 
Aguire y cols., 1995; 








Gianoulakis y cols., 1989; 
Gianoulakis y cols., 1996; 
Aguire y cols., 1995 
  
Suero ­ Gianoulakis y Gupta, 1986 Patel y Pohorecky, 1989 ­ 
Eskelson y cols., 
1980; Patel y 
Pohorecky, 1989 
Hipofisis ­ Patel y Pohorecky, 1989 ¯ 
Schulz y cols., 1980; 








Anwer y Soliman, 1995 
 







De Waele y  
Gianoulakis, 1994 











Anwer y Soliman, 1995 
 
 







De Waele y  
Gianoulakis, 1994 
 
Tabla I-6. Características de la b-endorfina (y ARNm POMC) en alcohólicos frente a 
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2.1.2.- Etanol y el sistema encefalinérgico. 
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 Tabla I-7. Diferencias innatas en los niveles Met y Leu-encefalina en regiones 
cerebrales de razas preferentes frente a razas no preferentes por el consumo de 
etanol. 
 
Raza Incremento Disminución Sin diferencias  
AA/ANA  
 

































Froehlich y cols., 1987 
 
Abreviaturas: Hipof., hipófisis; Acb, Núcleo accumbens; VTA, area del tegmento ventral; C-Pu, Núcleo Caudado-Putamen; Hipocam., 






Tabla I-8. Efectos agudos y crónicos sobre los niveles de Met-encefalina 
en varias regiones cerebrales. 
 
Region  Agudo  Crónico 
C-Pu ­ Schulz y cols., 1980 Seizinger y cols., 1983 ¯ 
Schulz y cols., 1980; Seizinger y 
cols., 1983; Nylander y cols., 1984 




Schulz y cols., 1980 
Seizinger y cols., 1983 
¯ 
- 
Seizinger y cols., 1983 
Nylander y cols., 1984 




Schulz y cols., 1980 
Seizinger y cols., 1983 - 
Schulz y cols., 1980 
Seizinger y cols., 1983 
Acb ­ (ARNm) Li y cols., 1998 ­ Nylander y cols., 1984 
Hipófisis   ­ Nylander y cols., 1984 
VTA   - Nylander y cols., 1984 
Abreviaturas: Acb, Núcleo accumbens; VTA, área del tegmento ventral; C-Pu, Núcleo Caudado-Putamen 
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2. Receptores dopaminérgicos. 
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2.1. Receptor dopaminérgico D1. 
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2.3. Receptor dopaminérgico D3. 
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2.4. Receptor dopaminérgico D4. 
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2.5. Receptor dopaminérgico D5. 
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Tabla I-9. Propiedades de los receptores dopaminérgicos. 
Receptor Amino ácidos 
Cromoso
ma Distribución Agonistas Antagonistas Efectores 
Tipo D1       
D1 
446 (h) 

















475 (r) 4 
Hipocampo 
Tálamo OH-benzacepinas Halobenzacepinas 
AC(+) 
 
Tipo D2       
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Figure I-2. Circuitos neurales de adicción. Las líneas punteadas indican aferencias al núcleo accumbens (NAc). Las líneas azules eferencias 
desde el núcleo accumbens implicadas en el efecto reforzante de las drogas. Las líneas rojas muestran proyecciones del sistema mesolímbico 
dopaminérgico que parece fundamental en el refuerzo de las drogas. Las neuronas dopaminérgicas tienen su origen en el área ventral tegmental
(VTA) y se proyectan al NAc y otras estructuras límbicas que incluyen el tubérculo olfatorio (OT), el núcleo caudado-putamen ventral (C-P), la 
amígdala (AMG) y la corteza prefrontal (PFC). Las líneas verdes muestran neuronas con péptidos opioides endógenos, implicados en el 
refuerzo de etanol y otras drogas de abuso. Estos sistemas péptidos opioides incluyen circuitos encefalinérgicos locales (segmentos cortos) y el 
circuito endorfinérgico hipotálamo-cerebro medio (segmento largo). Las regiones sombreadas de azul muestran la distribución aproximada del 
receptor gabérgico GABA-A que contribuye en el efecto reforzante del etanol. Las estructuras amarillas indican la localización de receptores 
nicotínicos que parece localizados en neuronas dopaminérgicas y opiodérgicas. (ARC, núcleo arqueado; Cer, cerebelo; DMT, tálamo 
dorsomedial; IC, colículo iinferior; LC, locus coeruleus; LH, hipotálamo lateral; PAG, sustancia gris periacueductal; SC, colículo superior; SNr, 
sustancia nigra parte reticulata; VP, núcleo pálido ventral).
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1. Modelos motivacionales de consumo de etanol. 
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Figura I-3. Representación gráfica del método preferencial 
de consumo de etanol
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2. Modelos animales de condicionamiento. 
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3. Modelos genéticos 
3.1. Modelos transgénicos. 
 "


















 	 	 	  
 	 




















 		 	 









   

	 
























  	  !























   	
     	
	
	
























  γ?  γ? 






























  	 
 	 
!














3.2. Modelos animales desprovistos de genes o con genes mutados. 
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1. El síndrome de abstinencia alcohólico. 
 	
   		 	  	
 	  

     	
	  	 	 	
   
	
   	   		 	 		   	


















 	   	
	 	
    	 !	" 
					
			
























 -  ,           		
   	 

   ./01.   2
  	 		 
	  	 .      	




	  	 	 	 	 	









	      
	 
 		  	
	  	   	   



















 La Terapéutica del Alcoholismo 
 
74 














	 	   8 	 		  












 	 		   













 1.1. Neurotransmisores en el síndrome de abstinencia. 
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1.1.2. Agonistas esteroideos del receptor GABAA. 
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1.1.3. Complejo del receptor NMDA. 
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1.1.4. Canales voltaje-dependientes de calcio 
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2. Tratamiento del alcoholismo. 
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2.1. Tratamiento farmacológico del síndrome de abstinencia por etanol. 
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2.2. Tratamiento coadyuvante del síndrome de abstinencia por etanol. 
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2.3. Fármacos para la prevención de recaídas. 
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2.4. Fármacos antidipsotrópicos, aversivos o interdictores. 
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2.4.2. Cianamida cálcica. 
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2.5. Fármacos que disminuyen el deseo y la compulsión por la bebida. 
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1. Animales de experimentación. 
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2. Fármacos y compuestos utilizados. 
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2.2. Procedimientos histoquímicos. 
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3. Procedimientos histológicos. 
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4. Procedimientos histoquímicos. 
4.1. Histoquímica por Hibridación “in situ” 
a) Preparación del tejido. 
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Gen Nucleótidos Secuencia 
Tirosina Hidroxilasa (nt 1223-1252) TCA-AAG-GCT-CGG-ACC-TCA-GGC-TCC-TCT-GAC 
Proencefalina (nt 388-435) 
ATC-TGC-ATC-CTT-CTT-CAT-GAA-ACC-GCC-ATA-CCT-
CTT-GCG-AAG-GAT-CTC 
Proopiomelanocortina (nt 96-134) 
CTT-CTT-GCC-CAC-CGG-CTT-GCC-CCA-GCG-GAA-
GTG-CTC-CAT-GGA-GTA-GGA. 


















Factor liberador de 












































































 	  




















































































  T  " 	
*89> %  ;'*  
! 



















































Figura M-1. Representación gráfica de las distintas fases de la histoquímica por hibridación “in situ”
 Materiales y Métodos 
 
111 
 ?	 < 
 	 ! 	  # 
 
 



































	 G	V  @






























































































 220 1   	 





#   	  " + 	# E  














































	 ID ;$ ;5* 
 ; 


































4.2. Funcionalidad de receptores acoplados a proteínas G: Fijación de [35S]-
GTPγS estimulada por DAMGO. 
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Tabla M-1. Tiempos de exposición y regiones de hibridación para los distintos 




Gen Núcleo Tiempo exposición 
Proencefalina Caudado-Putamen, Accumbens 10 días 
 Núcleo Paraventricular 15 días 
 Núcleo Ventromedial 15 días 
Proopiomelanocortina Núcleo Arqueado 10 días 
 Lóbulo Anterior (hipófisis) 24 horas 
 Lóbulo Intermedio (hipófisis) 2 horas 
Prodinorfina Caudado-Putamen, Accumbens 25 días 
 Núcleo Paraventricular 20 días 
 Núcleo Supraóptico 20 días 
Tirosina Hidroxilasa Sustancia Nigra 15 días 
 Área Ventral Tegmental 15 días 
Receptor cannabinoide 
CB1 Caudado-Putamen, Accumbens 15 días 
 Núcleo Ventromedial, Hipocampo 15 días 
Transportador de 
serotonina Núcleos Dorsal y Medio del Rafe 5 días 
Factor Liberador de 
Corticotropina Núcleo Paraventricular 10 días 
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Figura M-2. Fundamento de la fijación de [35S]GTPγS estimulada por 
agonistas. 1, estado inactivo del receptor; 2, fase de preincubación con exceso 
de GDP; 3, fase de incubación con agonista del receptor y GTP o [35S]GTPγS 
según el grupo experimental (basal o estimulado); 4, separación de las 
subunidades β y γ y modulación de la actividad del efector por la subunidad α; 
5, efector activado, en este caso la unión de [35S]GTPγS es irreversible y no 
permite la acción de la GTPasa; 6, efector activado en condiciones normales, 
hidrolizable por GTPasa desprendiendo Pi; 7, retorno al estado inactivo del 
sistema por reasociación de las subunidades α-GDP y βγ. A, agonista del 
receptor; R, receptor; α, β, γ, subunidades proteínas G; E, efector (adenilato 
ciclasa en nuestro caso).
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6. Procedimientos experimentales. 
6.1. Estudio curso temporal de los efectos de la administración aguda de etanol 
















Expresión génica de PENK, PDYN y POMC
FIGURA M-3
ESTUDIO CURSO TEMPORAL DE LAS ALTERACIONES NEUROQUÍMICAS 
PRODUCIDAS POR LA ADMINISTRACIÓN AGUDA DE ETANOL
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6.2. Estudio de los efectos neuroquímicos del consumo crónico y forzado de 
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ESTUDIO DE LOS EFECTOS NEUROQUÍMICOS DEL CONSUMO CRÓNICO 








2,5% etanol cada 4 
días




Expresión génica de PENK, POMC y TH
Funcionalidad receptor mu opioide
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6.3. Efecto de la conducta preferente de consumo en las alteraciones 
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ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES NEUROQUÍMICAS DEL CONSUMO 




















Expresión génica de PENK, POMC y TH
Funcionalidad receptor mu opioide






















6.4 Estudio de los marcadores neuroquímicos implicados en la vulnerabilidad 
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ESTUDIO DE LOS MARCADORES NEUROQUÍMICOS IMPLICADOS EN LA 
VULNERABILIDAD POR EL CONSUMO DE ETANOL. ESTUDIO 








2,5% etanol cada 4 
días







Expresión génica de PENK, POMC y TH
















6.5. Estudio curso temporal de las alteraciones neuroadaptativas inducidas por la 
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ESTUDIO CURSO TEMPORAL DE LAS ALTERACIONES 
NEUROADAPTATIVAS INDUCIDAS POR LA ABSTINENCIA VOLUNTARIA 








2,5% etanol cada 
4 días
desde 0% a 10%





Expresión génica de PENK, POMC y TH
Funcionalidad receptor mu opioide
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EVALUACIÓN DE LA NALTREXONA EN EL CONSUMO CRÓNICO PREFERENTE 































4 días 4 días
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1.- Curso temporal de los efectos de la administración aguda de etanol en 
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1 HORA 24 HORAS
Figura R-1. Efecto de la administración intra gástrica de 3 g/kg de etanol sobre la expresión 
génica de tirosina hidroxilasa en el área ventral tegmental y la sustancia nigra. Los puntos 
representan las medias ± 1 error estándar de la expresión génica de tirosina hidroxilasa. 
Autorradiogramas representativos de secciones coronales cerebrales de la expresión génica de 
tirosina hidroxilasa en ambos núcleos durante el efecto agudo del etanol.  Barra = 1 mm. El 
símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo 
control. C, grupo control; VTA, área ventral tegmental; SN, sustancia nigra; TH, tirosina 
hidroxilasa.
























































































Figura R-2. Efecto de la administración aguda de 3 g/kg de etanol sobre la expresión génica de proencefalina en los núcleos 
caudado-putamen, núcleo accumbens central, núcleo accumbens periférico, tubérculo olfatorio y corteza piriforme. Las barras 
representan las medias  ± 1 error estándar de la expresión génica de proencefalina. El símbolo * indica una diferencia 
estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control. C, grupo control; PENK, proencefalina; CPu, núcleo caudado-
putamen; Acb C, núcleo accumbens central; Acb P, núcleo accumbens periférico; Tu, tubérculo olfatorio; Pir, corteza piriforme.
Figura R-3. Efecto de la administración aguda de 3 g/kg de etanol sobre la expresión génica de 
proencefalina en el núcleo ventromedial del hipotálamo, núcleo paraventricular del hipotalámo, 
amígdala central, amígdala basal. Los puntos representan las medias  ± 1 error estándar de la 
expresión génica de proencefalina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 respecto al grupo control. C, grupo control; PENK, proencefalina; Ce, 
amígdala central; Me, amígdala basal; VMN, núcleo ventromedial del hipotálamo; PVA, núcleo 
paraventricular del hipotálamo.












































































C Tu 2 HORA 24 HORAS
Figura R-4. Autorradiogramas representativos de secciones coronales cerebrales de la expresión génica de proencefalina a nivel de los 
núcleos ventromedial del hipotálamo, paraventricular del hipotálamo y caudado-putamen tras la administración aguda de 3 g/kg de etanol.  
Barra = 1 mm. C, grupo control; C-Pu, núcleo caudado-putamen; Acb C, núcleo accumbens central; Acb P, núcleo accumbens periférico; 
Tu, tubérculo olfatorio; Pir, corteza piriforme; VMN, núcleo ventromedial del hipotálamo; PVA, núcleo paraventricular del hipotálamo; 
Ce, amígdala central; Me, núcleo amigdaloide medial.
Acb P
Figura R-5. Efecto de la administración aguda de 3 g/kg de etanol sobre la expresión génica de prodinorfina en los núcleos caudado-putamen, núcleo 
accumbens central, núcleo accumbens periférico, núcleo paraventricular del hipotálamo y núcleo supraóptico. Las barras representan las medias  ± 1 
error estándar de la expresión génica de proencefalina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo 
control. C, grupo control; PDYN, prodinorfina; CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, núcleo accumbens central; Acb P, núcleo accumbens periférico; 
PVA, núcleo paraventricular del hipotálamo; SON, núcleo supraóptico.
TIEMPO (horas)
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Figura R-6. Efecto de la administración aguda de etanol sobre la expresión génica 
de proopiomelanocortina en el núcleo arqueado. Las puntos representan las medias 
± 1 error estándar de la expresión génica de proopiomelanocortina. El símbolo * 
indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo 
control. Barra = 1 mm. C, grupo control; POMC, proopiomelanocortina; ARQ, 
núcleo arqueado.
Figura R-7. Efecto de la administración aguda de etanol sobre la expresión génica de 
proopiomelanocortina en los lóbulos anterior e intermedio de la hipófisis y autorradiogramas 
representativos de las alteraciones encontradas en ambos núcleos. En las gráficas los puntos 
representan las medias ± 1 error estándar de la expresión génica de proopiomelanocortina. El 
símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo 
control. En los autorradiogramas, barra = 1mm. C, grupo control; POMC, 
















































2. Estudio de los efectos neuroquímicos del consumo crónico y forzado de 
etanol en ratas Wistar. 
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2.2. Efectos del consumo forzado de etanol sobre la expresión génica de péptidos 
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Figura R-8. Patrón de consumo forzado de etanol en ratas Wistar. Los puntos corresponden con la media ± 1 error 
estándar del consumo de la droga. El símbolo * indica una diferencia estadisticamente significativa a p<0,05 respecto al 
resto de medias. 
Figura R-9. Efecto de la ingesta crónica forzada de etanol sobre la expresión génica de 
tirosina hidroxilasa en el área ventral tegmental y la sustancia nigra. Las barras representan las 
medias  ± 1 error estándar de la expresión génica de tirosina hidroxilasa. Autorradiogramas 
representativos de secciones coronales cerebrales de la expresión génica de tirosina hidroxilasa 
tras el consumo de etanol.  Barra = 1 mm. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 respecto al grupo control. C, grupo control; VTA, área ventral 


































































































































Figura R-10. Efecto del tratamiento crónico de etanol sobre la expresión génica de proencefalina en los núcleos caudado-putamen, 
núcleo accumbens central, núcleo accumbens periférico, tubérculo olfatorio y corteza piriforme. Las barras representan las medias  
± 1 error estándar de la expresión génica de proencefalina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a 
p<0,05 respecto al grupo control. C, grupo control; F, grupo forzado; PENK, proencefalina; CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, 
núcleo accumbens central; Acb P, núcleo accumbens periférico; Tu, tubérculo olfatorio; Pir, corteza piriforme.
Figura R-11. Efecto del tratamiento crónico de etanol sobre la expresión génica de proencefalina 
en el núcleo paraventricular y ventricular del hipotálamo y la amígdala central. Las barras 
representan las medias  ± 1 error estándar de la expresión génica de proencefalina. El símbolo * 
indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control. C, grupo 
control; F, grupo forzado; PENK, proencefalina; Ce, amígdala central; PVA, núcleo 


































































Figura R-12. Autorradiogramas representativos de secciones coronales cerebrales de la expresión génica 
de proencefalina a nivel de los núcleos ventromedial del hipotálamo, paraventricular del hipotálamo y 
caudado-putamen de los grupos control y consumo forzado de etanol.  Barra = 1 mm. C, grupo control; 
F, grupo forzado; CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, núcleo accumbens central; Acb P, núcleo 
accumbens periférico; Tu, tubérculo olfatorio; Pir, corteza piriforme; VMN, núcleo ventromedial del 




























































































Figura R-13. Efecto del tratamiento crónico de etanol forzado sobre la expresión génica de prodinorfina en los núcleos caudado-
putamen, núcleo accumbens central, núcleo accumbens periférico, núcleo paraventricular del hipotálamo y núcleo supraóptico. Las barras 
representan las medias  ± 1 error estándar de la expresión génica de prodinorfina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 respecto al grupo control. C, grupo control; F, grupo forzado; PDYN, prodinorfina; CPu, núcleo caudado-putamen; 
Acb C, núcleo accumbens central; Acb P, núcleo accumbens periférico; PVA, núcleo paraventricular del hipotálamo; SON, núcleo 
supraóptico.
Figura R-14. Efecto del tratamiento crónico de etanol forzado sobre la expresión 
génica de proopiomelanocortina en el núcleo arqueado. Las barras representan las 
medias ± 1 error estándar de la expresión génica de proopiomelanocortina. El 
símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al 
grupo control. Barra = 1 mm. C, grupo control; F, grupo forzado; POMC, 


































































Figura R-15. Efecto del tratamiento crónico de etanol forzado sobre la expresión 
génica de proopiomelanocortina en los lóbulos anterior e intermedio de la 
hipófisis. Las barras representan las medias ± 1 error estándar de la expresión 
génica de proopiomelanocortina. El símbolo * indica una diferencia 
estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control. Barra = 1mm. C, 
grupo control; F, grupo forzado; POMC, proopiomelanocortina; LA, lóbulo 




































































Figura R-16. Efecto del consumo crónico forzado de etanol sobre la fijación de [35S]-GTPγS
estimulada por DAMGO y autorradiogramas representativos. Las barras representan las medias ± 1 
error estándar de la fijación de [35S]-GTPγS estimulada por DAMGO. Barra = 1 mm. El símbolo * 
indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control. C, grupo 











3. Efectos del consumo crónico y voluntario de etanol sobre la actividad 
del sistema opioide endógeno y dopaminérgico en ratas Wistar. 
Diferencias en la expresión génica de los péptidos opioides y la tirosina 
hidroxilasa y alteraciones en la funcionalidad del receptor µ opioide. 
3.1. Patrón de consumo. 
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3.2. Efecto sobre la expresión génica de péptidos opioides y tirosina hidroxilasa 
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Figura R-17. Patrón de consumo de de animales preferentes frente a animales no preferentes. Los 
puntos representan las medias ± 1 error estándar del consumo de la droga. El símbolo * indica una 
diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 del grupo preferente frente al no preferente. Grupo 
preferente,             ; Grupo no preferente,
Figura R-18. Efecto del consumo crónico voluntario de etanol sobre la expresión génica de 
tirosina hidroxilasa en el área ventral tegmental y la sustancia nigra. Las barras representan las 
medias  ± 1 error estándar de la expresión génica de tirosina hidroxilasa. Autorradiogramas 
representativos de secciones coronales cerebrales de la expresión génica de tirosina hidroxilasa tras 
el consumo de etanol.  Barra = 1 mm. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 respecto al grupo control y ** indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 del grupo preferente respecto al grupo no preferente. C, grupo control; P, 
































































































































Figura R-19. Efecto del consumo crónico voluntario de etanol sobre la expresión génica de proencefalina en los núcleos caudado-putamen, 
núcleo accumbens core, núcleo accumbens shell, tubérculo olfatorio y corteza piriforme. Las barras representan las medias  ± 1 error estándar de 
la expresión génica de proencefalina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control y **
indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 del grupo preferente respecto al grupo no preferente. C, grupo control; P, grupo 
preferente; NP, grupo no preferente; PENK, proencefalina; CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, núcleo accumbens central; Acb Sh, núcleo 
accumbens periférico; Tu, tubérculo olfatorio; Pir, corteza piriforme.
Figura R-20. Efecto de la ingestión crónica voluntaria de etanol sobre la expresión 
génica de proencefalina en el núcleo paraventricular del hipotálamo, el núcleo 
ventromedial del hipotálamo y la amígdala central. Las barras representan las medias  
± 1 error estándar de la expresión génica de proencefalina. El símbolo * indica una 
diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control. C, grupo 
control; P, grupo preferente; NP, grupo no preferente; PENK, proencefalina; Ce, 


































































Figura R-21. Autorradiogramas de secciones coronales representativos del efecto de la ingestión crónica voluntaria de etanol sobre la 
expresión génica de proencefalina en los núcleos caudado-putamen, accumbens central y periférico, paraventricular y ventromedial del 
hipotálamo, tubérculo olfatorio, corteza piriforme y la amígdala central. Las barras representan las medias  ± 1 error estándar de la expresión 
génica de proencefalina. C, grupo control; P, grupo preferente; NP, grupo no preferente; PENK, proencefalina; Ce, amígdala central; PVA, 
núcleo paraventricular del hipotálamo; VMN, núcleo ventromedial del hipotálamo; CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, núcleo accumbens 
central; Acb P, núcleo accumbens periférico; Tu, tubérculo olfatorio; Pir, corteza piriforme.




























































































Figura R-22. Efecto de la ingesta crónica voluntaria de etanol la expresión génica de prodinorfina en los núcleos caudado-putamen, núcleo 
accumbens central, núcleo accumbens periférico, núcleo paraventricular del hipotálamo y núcleo supraóptico. Las barras representan las medias  
± 1 error estándar de la expresión génica de prodinorfina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al 
grupo control y ** indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 del grupo preferente respecto al grupo no preferente. C, grupo 
control; F, grupo forzado; PDYN, prodinorfina; CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, núcleo accumbens central; Acb P, núcleo accumbens 



























Figura R-23. Efecto de la ingesta crónica voluntaria de etanol sobre la expresión 
génica de proopiomelanocortina en el núcleo arqueado. Las barras representan las 
medias ± 1 error estándar de la expresión génica de proopiomelanocortina. El símbolo 
* indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo 
control. Barra = 1 mm. C, grupo control; P, grupo preferente; NP, grupo no preferente; 









































Figura R-24. Efecto de la ingesta crónica voluntaria de etanol sobre la expresión génica de 
proopiomelanocortina en los lóbulos anterior e intermedio de la hipófisis. Las barras 
representan las medias ± 1 error estándar de la expresión génica de proopiomelanocortina. El 
símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo 
control. Barra = 1 mm. C, grupo control; P, grupo preferente; NP, grupo no preferente; POMC, 













































































Figura R-25. Efecto de la ingesta crónica voluntaria de etanol sobre la fijación de [35S]-GTPγS
estimulada por DAMGO. Las barras representan las medias  ± 1 error estándar de la fijación de 
[35S]-GTPγS estimulada por DAMGO. Barra = 1 mm. El símbolo * indica una diferencia 
estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control y el símbolo ** indica una 
diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo P. C, grupo control; P, grupo 
preferente; NP, grupo no preferente. CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, núcleo accumbens 






Figura R-26. Autorradiogramas representativos del efecto de la ingesta crónica 
voluntaria de etanol sobre la fijación de [35S]-GTPγS estimulada por DAMGO. 
Barra = 1 mm.  C, grupo control; P, grupo preferente; NP, grupo no preferente. 
CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, núcleo accumbens central; Acb P, 




4. Marcadores neuroquímicos implicados en la vulnerabilidad por el 
consumo de etanol. Estudio comparativo entre ratas Wistar y Fawn-
Hooded. 
4.1. Diferencias conductuales en la preferencia de consumo de etanol entre ratas 
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4.2. Diferencias basales en la expresión génica de péptidos opioides y tirosina 
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4.3. Diferencias basales en la funcionalidad del receptor µ opioide entre las ratas 
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Figura R-27. Patrón de consumo de etanol crónico voluntario comparativo entre las razas Wistar y Fawn-
Hooded. Los puntos representan las medias ± 1 error estándar del consumo de la droga. El símbolo * 
indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 del grupo Fawn-Hooded frente al Wistar. 



































Figura R-28. Diferencias basales en la expresión génica de proopiomelanocortina 
entre las razas Wistar y Fawn-Hooded en el área ventral tegmental y la sustancia 
nigra. Las barras representan las medias  ± 1 error estándar de la expresión génica 
de tirosina hidroxilasa.  C, grupo control; VTA, área ventral tegmental; SN, 
sustancia nigra; TH, tirosina hidroxilasa.
W FH
Figura R-29. Diferencias basales en la expresión génica de proopiomelanocortina entre 
las razas Wistar y Fawn-Hooded en el núcleo arqueado. Las barras representan las medias 
± 1 error estándar de la expresión génica de proopiomelanocortina. Autorradiogramas 
representativos de secciones coronales cerebrales de la expresión génica de 
proopiomelanocortina.  Barra = 1 mm. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 respecto al grupo control. W, raza Wistar; FH, raza Fawn-Hooded; 












































































































Figura R-30. Efecto de la preferencialidad del consumo de etanol sobre la fijación de [35S]-GTPγS estimulada por DAMGO. 
Las barras representan las medias  ± 1 error estándar de la fijación de [35S]-GTPγS estimulada por DAMGO. 
Autorradiogramas representativos de la fijación de [35S]-GTPγS estimulada por DAMGO. Barra = 1 mm. El símbolo * indica 
una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control W, grupo control; P, grupo preferente; NP, 




5. Estudio curso temporal de las alteraciones neuroadaptativas inducidas 
por la abstinencia voluntaria a etanol en ratas Fawn-Hooded. 
5.1. Patrón de consumo. 
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5.2. Alteraciones en la expresión génica de péptidos opioides y tirosina 
hidroxilasa durante la abstinencia de etanol. 
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5.3 Efectos del consumo crónico y voluntario de etanol sobre la funcionalidad del 
receptor µ durante el período de abstinencia. 
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Figura R-31. Patrón de consumo de etanol crónico obtenido en el estudio de las alteraciones 
neuroquímicas debidas a la abstinencia voluntaria de etanol. Los puntos representan las 
medias ± 1 error estándar del consumo de la droga. 
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Figura 32. Efecto de la abstinencia del consumo de etanol sobre la expresión génica de tirosina hidroxilasa en 
el área ventral tegmental y la sustancia nigra. Las barras representan las medias  ± 1 error estándar de la 
expresión génica de tirosina hidroxilasa. Autorradiogramas representativos de secciones coronales cerebrales 
de la expresión génica de tirosina hidroxilasa en ambos núcleos durante el periodo de abstinencia.  Barra = 1 
mm. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control. C, 
grupo control; VTA, área ventral tegmental; SN, sustancia nigra.
Figura R-33. Efecto de la abstinencia del consumo de etanol sobre la expresión génica de proencefalina en los núcleos caudado-
putamen, núcleo accumbens central, núcleo accumbens periférico, tubérculo olfatorio y corteza piriforme. Las barras representan 
las medias  ± 1 error estándar de la expresión génica de proencefalina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 respecto al grupo control. C, grupo control; PENK, proencefalina; CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, 
núcleo accumbens central; Acb P, núcleo accumbens periférico; Tu, tubérculo olfatorio; Pir, corteza piriforme.







































































Figura R-34. Efecto de la abstinencia del consumo de etanol sobre la expresión génica de proencefalina 
en los núcleos paraventricular del hipotálamo y amigdala central. Las barras representan las medias  ± 1 
error estándar de la expresión génica de proencefalina. El símbolo * indica una diferencia 
estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control. C, grupo control; PENK, proencefalina; 
PVA, núcleo paraventricular del hipotálamo; Ce, amígdala central.



































Figura R-35. Autorradiogramas representativos del efecto de la abstinencia del consumo de 
etanol sobre la expresión génica de proencefalina en los núcleos caudado-putamen, núcleo 
accumbens central, núcleo accumbens periférico, corteza piriforme, tubérculo olfatorio, amígdala 
central y núcleo paraventricular. Barras = 1 mm. C, grupo control; CPu, núcleo caudado-putamen; 
Acb C, núcleo accumbens central; Acb P, núcleo accumbens periférico; Pir, coteza piriforme; Tu, 









































Figura R-36. Efecto del cese de la ingesta crónica sobre la expresión génica de 
proopiomelanocortina y autorradiogramas representativos en el núcleo arqueado. Las 
barras representan las medias ± 1 error estándar de la expresión génica de 
proopiomelanocortina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 respecto al grupo control. Barra = 1 mm. C, grupo control; 
POMC, proopiomelanocortina; ARQ, núcleo arqueado.


































Figura R-37. Efecto del cese de la ingesta crónica sobre la expresión génica de 
proopiomelanocortina en los lóbulos anterior e intermedio de la hipófisis. Las barras representan las 
medias ± 1 error estándar de la expresión génica de proopiomelanocortina. El símbolo * indica una 
diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control. Barra = 1mm. C, grupo 
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Figura R-38. Efecto de la abstinencia del consumo de etanol sobre la fijación de [35S]-GTPγS
estimulada por DAMGO. Las barras representan las medias  ± 1 error estándar de la fijación de 
[35S]-GTPγS estimulada por DAMGO. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 respecto al grupo control, el símbolo ** indica una diferencia 
estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al día 1 y el símbolo *** indica una diferencia 
estadísticamente significativa a p<0,05 respecto a los días 1 y 3. C, grupo control; CPu, núcleo 










































































6. Reducción del consumo crónico de etanol en animales preferentes 
inducido por la administración de naltrexona en ratas Wistar. Estudios 
sobre la funcionalidad de los receptores µ opioides y de la expresión 
génica de los péptidos opioides, tirosina hidroxilasa, transportador de 
serotonina, factor liberador de corticotropina y receptor cannabinoide 
CB1. 
6.1. Patrón de consumo. 
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6.2. Estudios del tratamiento con naltrexona del consumo crónico de etanol sobre 
la expresión génica de los péptidos opioides, tirosina hidroxilasa, transportador 
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6.3. Efecto del tratamiento de consumo crónico de etanol con naltrexona sobre la 
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INDUCCIÓN MANTENIMIENTO TRATAMIENTO
TIEMPO (días)
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Figura R-39. Patrón de consumo de etanol a lo largo del experimento de 
tratamiento con naltrexona. Los puntos son las medias ± 1 desviación estándar. 
El * indica la existencia de diferencias significativas con respecto en la 
inducción y la abstinencia de los animales preferentes (      ) frente a los no 
preferentes (     ) y en la fase de tratamiento de los animales tratados con 















Figura R-40. Efecto del tratamiento con naltrexona después de la ingesta crónica de etanol 
sobre la expresión génica de tirosina hidroxilasa en el área ventral tegmental y la sustancia 
nigra. Las barras representan las medias  ± 1 error estándar de la expresión génica de tirosina 
hidroxilasa. Autorradiogramas representativos de secciones coronales cerebrales de la 
expresión génica de tirosina hidroxilasa tras la administración de naltrexona.  Barra = 1 mm. 
El símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo 
control y ** indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 del grupo OH-NTX 
respecto al grupo OH. C, grupo control; NTX grupo control con naltrexona; OH, grupo 
consumo de etanol; OH-NTX, grupo consumo etanol tratado con naltrexona; TH, tirosina 
hidroxilasa; VTA, área ventral tegmental; SN, sustancia nigra.
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Figura R-41. Efecto del tratamiento con naltrexona tras el consumo crónico de etanol sobre la expresión génica de proencefalina en los núcleos 
caudado-putamen, núcleo accumbens central, núcleo accumbens periférico, tubérculo olfatorio y corteza piriforme. Las barras representan las medias  
± 1 error estándar de la expresión génica de proencefalina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo 
C y ** indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 del grupo OH-NTX respecto al grupo OH. C, grupo control; NTX grupo control 
con naltrexona; OH, grupo consumo de etanol; OH-NTX, grupo consumo etanol tratado con naltrexona; PENK, proencefalina; CPu, núcleo caudado-
putamen; Acb C, núcleo accumbens central; Acb P, núcleo accumbens periférico; Tu, tubérculo olfatorio; Pir, corteza piriforme.










































Figura R-42. Efecto del tratamiento con naltrexona tras el consumo crónico de etanol sobre la expresión 
génica de proencefalina en los núcleos paraventricular del hipotálamo y ventromedial del hipotálamo. Las 
barras representan las medias  ± 1 error estándar de la expresión génica de proencefalina. El símbolo * 
indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo C. C, grupo control; NTX 
grupo control con naltrexona; OH, grupo consumo de etanol; OH-NTX, grupo consumo etanol tratado con 





















Figura R-43. Autorradiogramas representativos de secciones coronales cerebrales del efecto del tratamiento con 
naltrexona tras el consumo crónico de etanol sobre la expresión génica de proencefalina en el núcleo caudado-
putamen, núcleo accumbens central, núcleo accumbens periférico, corteza piriforme, tubérculo olfatorio, núcleo 
ventromedial del hipotálamo y núcleo paraventricular del hipotálamo. Barra = 1 mm. C, grupo control; NTX 
grupo control con naltrexona; OH, grupo consumo de etanol; OH-NTX, grupo consumo etanol tratado con 
naltrexona; CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, núcleo accumbens central; Acb P, núcleo accumbens 
periférico; Pir, corteza piriforme; Tu, tubérculo olfatorio; VMN, núcleo ventromedial del hipotálamo; PVA, 
núcleo paraventricular del hipotálamo.



























Figura R-44. Efecto del tratamiento con naltrexona tras el consumo crónico de etanol sobre 
la expresión génica de proopiomelanocortina en el núcleo arqueado y autorradiogramas 
representativos de las alteraciones en el núcleo cerebral. Las barras en la gráfica 
representan las medias  ± 1 error estándar de la expresión génica de proencefalina. El 
símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo C 
y ** indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 del grupo OH-NTX 
respecto al grupo OH. En las fotos, barra = 1 mm. C, grupo control; NTX grupo control con 
naltrexona; OH, grupo consumo de etanol; OH-NTX, grupo consumo etanol tratado con 












































Figura R-45. Efecto del tratamiento con naltrexona tras el consumo crónico de etanol sobre la 
expresión génica de proopiomelanocortina en los lóbulos anterior e intermedio de la hipófisis. 
Las barras representan las medias  ± 1 error estándar de la expresión génica de 
proopiomelanocortina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a 
p<0,05 respecto al grupo C y ** indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 
del grupo OH-NTX respecto al grupo OH. C, grupo control; NTX grupo control con 
naltrexona; OH, grupo consumo de etanol; OH-NTX, grupo consumo etanol tratado con 










Figura R-46. Autorradiogramas representativos del efecto del tratamiento con naltrexona 
después de la ingesta crónica de etanol sobre la expresión génica de proopiomelanocortina 
los lóbulos anterior e intermedio de la hipófisis. Barra = 1 mm. C, grupo control; NTX 
grupo control con naltrexona; OH, grupo consumo de etanol; OH-NTX, grupo consumo 
etanol tratado con naltrexona; LA, lóbulo anterior de la hipófisis; LI, lóbulo intermedio de la 
hipófisis.
















































































































Figura R-47. Efecto del tratamiento con naltrexona tras el consumo crónico de etanol sobre la expresión génica del receptor cannabinoide CB1 en los 
núcleos caudado-putamen, ventromedial del hipotálamo, giro dentado y capas CA1, CA2 y CA3 del hipocampo. Las barras representan las medias  ± 1 
error estándar de la expresión génica de proencefalina. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo C y 
** indica una diferencia estadisticamente significativa a p<0,05 del grupo OH-NTX respecto al grupo OH. C, grupo control; NTX grupo control con 
naltrexona; OH, grupo consumo de etanol; OH-NTX, grupo consumo etanol tratado con naltrexona; CB1-r, receptor cannbinoide CB1; CPu, núcleo 












Figura R-48. Autorradiogramas representativos del efecto del tratamiento con naltrexona tras el consumo crónico de etanol sobre la expresión
génica del receptor cannabinoide CB1 en los núcleos caudado-putamen, ventromedial del hipotálamo, giro dentado y capas CA1, CA2 y CA3 del 
hipocampo. Barras = 1 mm. C, grupo control; NTX grupo control con naltrexona; OH, grupo consumo de etanol; OH-NTX, grupo consumo etanol 



































Figura R-49. Efecto del tratamiento con naltrexona después del consumo crónico de 
etanol sobre la expresión génica del factor liberador de corticotropina en el núcleo 
paraventricular del hipotálamo y autorradiogramas representativos de secciones coronales 
de los niveles de ARNm en el núcleo paraventricular del hipotálamo. Las barras 
representan las medias ± 1 error estándar de la expresión génica del factor liberador de 
corticotropina. En los autorradiogramas, barra = 1 mm. El símbolo * indica una diferencia 
estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al grupo control y el símbolo ** indica una 
diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 del grupo OH-NTX respecto al grupo 
OH. C, grupo control; NTX grupo control con naltrexona; OH, grupo consumo de etanol; 
OH-NTX, grupo consumo etanol tratado con naltrexona; CRF, factor liberador de 
corticotropina.
















































Figura R-50. Efecto del tratamiento con naltrexona después de la ingesta crónica de etanol sobre la 
expresión génica del transportador de serotonina en los núcleos rafe dorsal y medio y 
autorradiogramas representativos. Las barras representan las medias  ± 1 error estándar de la 
expresión génica del transportador de serotonina. Autorradiogramas representativos de secciones 
coronales cerebrales de la expresión génica del transportador de serotonina en ambos núcleos tras el 
tratamiento.  En las fotos, barra = 1 mm. El símbolo * indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 respecto al grupo control y ** indica una diferencia estadísticamente 
significativa a p<0,05 del grupo OH-NTX respecto al grupo OH. C, grupo control; NTX grupo 
control con naltrexona; OH, grupo consumo de etanol; OH-NTX, grupo consumo etanol tratado con 
















































































Figura R-51. Efecto del tratamiento con naltrexona sobre la fijación de [35S]-GTPγS
estimulada por DAMGO durante el consumo crónico de etanol. Las barras representan 
las medias ± 1 error estándar de la fijación de [35S]-GTPγS estimulada por DAMGO. 
El símbolo * indica una diferencia estadísticamente significativa a p<0,05 respecto al 
grupo control y el símbolo ** indica una diferencia estadísticamente significativa a 
p<0,05 respecto al grupo OH. C, grupo control; NTX, grupo control de naltrexona; 
OH, grupo de consumo de etanol; OH-NTX, grupo de consumo de etanol tratado con 










Figura R-52. Autorradiogramas representativos del tratamiento con naltrexona del 
consumo crónico de etanol sobre la fijación de [35S]-GTPγS estimulada por 
DAMGO. Barra = 1 mm.  C, grupo control; NTX, grupo control de naltrexona; 
OH, grupo consumo de etanol; OH-NTX, grupo de consumo de etanol tratado con 
naltrexona. CPu, núcleo caudado-putamen; Acb C, núcleo accumbens central; Acb 
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1. Los resultados obtenidos tras la administración intra-gástrica aguda de etanol sugieren 
que los marcados cambios producidos en la expresión de genes de péptidos opioides y 
tirosina hidroxilasa en las horas siguientes a su ingestión están significativamente 
implicados en la respuestas a corto plazo del etanol y en los mecanismos que pudieran 
contribuir al inicio de los procesos relacionados con el desarrollo de dependencia.  
2. La duración y el tipo de patrón de consumo (forzado, preferencia o no preferencia) 
afectan de manera diferente a la expresión de tirosina hidroxilasa, proencefalina, 
prodinorfina, proopiomelanocortina y receptor µ-opioide. Los resultados sugieren que las 
diferencias más significativas encontradas entre ratas preferentes y no preferentes de la 




tegmento ventral y en la expresión de prodinorfina en áreas del mesencéfalo, siendo por 
tanto estos genes y en las regiones estudiadas los más relacionados con el deseo de 
consumo de etanol. 
3. La reducción en la función del sistema opioide endógeno (proencefalina, 
proopiomelanocortina, receptor µ) en áreas cerebrales implicadas en la regulación del 
refuerzo por el consumo de drogas adictivas en la raza de ratas Fawn Hooded (preferentes 
por el consumo de etanol) con respecto a la raza de ratas Wistar sugiere que esta 
disminución basal opiodérgica se podría asociar con una mayor vulnerabilidad genética por 
el consumo de etanol. 
4. Las alteraciones observadas durante la retirada del consumo de etanol sugieren que gran 
parte de la sintomatología de la abstinencia podría estar ocasionada por una marcada 
reducción en la expresión de tirosina hidroxilasa en el área del tegmento ventral y en la 
función del receptor µ-opioide en las regiones del mesencéfalo estudiadas. Estas 
alteraciones neuroquímicas podrían facilita, al menos en parte, las recaídas observadas en 
los animales dependientes. 
5. La administración de naltrexona produce una significativa reducción (50%) de la ingesta 
de etanol en ratas Wistar seleccionadas por su preferencia por el consumo de etanol, lo que 
sugiere que este fármaco, a las dosis y pauta indicadas, es claramente útil en el tratamiento 
de la deshabituación alcohólica en abstinencia y en programas de bebida controlada. 
6. La reducción en la ingesta de etanol en ratas Wistar seleccionadas por su preferencia por 
el consumo de etanol se acompaña de una normalización en la expresión génica de 
proencefalina, receptor µ-opioide, receptor cannabinoide CB1 y transportador de serotonina 
lo que sugiere la participación de todos estos elementos en el desarrollo de la dependencia 
por el consumo de etanol. Además, algunos de estos resultados sugieren la posible utilidad 
de antagonistas del receptor cannabinoide CB1 y de los inhibidores de la recaptación de 






























"La calidad nunca es un accidente, 















   
  
  
    

















































 %. 5#> $ &#

















  , 







  =&$ 
 3 !























 9! .&$$ ..  .$%& ' 
























   	
 7!
 =. $























  .. ,
 3!
 	#% 5 .& 55. 5 $ 




















  -$ 

*!








  41 D
 7!















































  "&+ 
 8!


















 &. "  ".. 
 3!














































(   !
4+$.%#$..&55.








  -& 
 (   !
 $ .&













  -& 
 !

























  - 
 3*!














































  1$$ ;@
  !







  @. 
 7<!
 #.. 5 . . 
#$$&$

















































  , 
 !
 $. 5 ###. $
%.%.$ &$ &  $% ' .  .$ .
. $55  .& 1.&$1  '.
 
 6&#








































  . =
 7!
 =#$%$









  4$ -
 <!









%.# . $ & $#.. $ 1.&$1
































  1+ 
 9!









  	'& "
 3<!










 A.$$ $  #%   ..#. #. $
?$# $ . &> '  #$$



































  #$ 
 38!























  0 
 8!


































  ,55 
 *!










  4 4
 9!
 %# .%.  .$.
$ .
 ) 4# = 2%5  $





























  .. ,
 (   !
























































  .& 
 !
 %#
 ) 	% 4# .& $ ;&














































































  1 
 !









  1 
 (  !










  1 
 !
 . 5 δ %$ %. $











































































  /.+ 
38!
 .& $%$ $ .&
%..E$ :  #
 



























































  D -,
 3!














   =H
 !









 :.. 5 .&$$










(   !
.&



















  6 
 8!






















  =: 2
 <*!





































(   !



















































  D+ 	
 9!











  D+ 	
 (!
 ;& &%5 	974R<
























 = ,  . D
 !
 . $5  &
$&$ $& $&8 $ $&*  #.. #
 H'%%  5 $& $









  /' ,
 <!












   
 77!




























  #%. 
 33!
  $  &# %5. 




































  .. F
 (!
 "5$$#.5
##  .'. $ .& 1.&$1 $#  .)












  D D
 <!
 # $%# $.





  2' "-
 3!






  2' "-
  !








  1 
 (  (!










   
 3 !
























  %% 4
 3<!



















   
 !



































































































  D D
  !












55  .&%$.# 








   0
 73!








 3 8!) 9889**
= ,
   0
 73!
 	.&# '. 5
.&  5
 @









   0
 73!
 	.&# '. 5 .& 
5
 








   	/
 (!
 6..) #$ %# 5 &#












$ :.$ .&1.&$1  .& .





























  " 
 (  !









 @ , 	D
 , ;


























   ;2 37!























































  4 D
 38!
 	&.. 5 %.. .
$   .& $%$. . 5. #G. 5 D4 .





















































  # 
 3!



































































D+ 	 ,.& -
  2. ,
 33!
 55. 5 .& ..#. $





































  D%. 
 3<!
 $ . 5 # 1.& ' .'. .





























 55. %..β$%& $ $ . % . .& 



















  ;&'$ 
 <! &$ .'.5 %..β



























  H /H
 39!

















































































  0 
 7!








  ,55# "
 !

















  "$ 
 (!
































  , 
 3 !
 "%.
































































































 (  !






  4# 2
 7!






































  -& 
 9!













































 (  (!
 .& $.5   &$&$























  -&.# 	
 !

































 (  (!
















   
 3!
































  D$ "
 3<!









































  2 D=
 !
 	. $#.. 5 


























  /# 
 3!














   H !







  	&%% 
 7!











  @4 2
 *!
  .%.' '1 $ #. 5













  ;+55 4
 3*!
 55. 5 .& .#%. $











  ;+55 4
 3(!


















  '%. 
 3*!


















  /% 
 7!
 ;#  5
















D   =. 
 7!
 D ++. 5 .& %& < . 5 .& γ

































  =. 
 !



































  6# /
 38!





   "
 3!






























 (  8!
	$	4




























  ,# 
 38!
 	& .& . .&













  2# 2
 (  !






































  D+ 	
 7!


















  ; 
 (  !












  ;#%. 
 <!
 55. 5

































  6# /
 3*!
















 (  8!
 $ +. $ &' %&# 5 .: $






































 D4 $ +%& %G. 5# .&
#$'.%$#..&'..#.
697*!)





  H -
 <!
 ".. $. 5 D4




































 $ 2. 
   
 !
 %$ .. ..#. .


















































  ,.& 	D
 (!
 ;& $.%$ %.)





















































  ,. @
 (  *!










  4$ -
 3!










































  4# =
 33!




























































































	#%.' /.$ *(9 D%
 (  !


































































  0' /@
 37!
 55. 5 %5 .'. 5 # $. $






   ;
 (  (!












  /&1. 	

9!












  -. /
 38!
 	#%.' $.. 5 %.

















 /   /&1. 
 8!
 %$ $ 5 D4 %. . #6





























  =&& 	
 3!
 &$ .'. 5 .&  #




























   
 79!
 55  &%. $
#. & 5. . $ & & ##%.
 =$
 "




  0 ,0;
 3*!


















 (  !
;&.'+%%%$%.








































































$1  -+ 
  /.+ ,
 7*!











  "4 
 !









  / 
  !
 :% 5 ..  $%#


























































  -. /
 *!
 2%%  %. #6





















  -. /
 33!


















































 "- 2# 2 D+ 	
 (   !




















  D. "
 7<!
 ;& 55. 5

















 (  (!





  $ 
 9!





























  	&+ 
 (   !
 6.: .






























































 .& 5$#..) 5&# .$

























































 @ ".. 0
 1 
  2' "-









































  #& ,
 3!



























. $ /$$  	# *!
 &  /$ "Y


















 &  @..  D5 	
  / 
  !













  4# =
 73!









 . 5 D4 %. 5. $  :%  .&
. ' .#
 ) 4$ 

  , 

 $










  " /
 33!
 	& .& $#..












































  2$ 2
 !







  / 
 3!




















































































































6   -,& D D 
 (  8!
  5 '.  :%








  ; 
 *! 55 .1 &
















  ' 	
 7!













 5 '% $ ..%
 5.  #$. &$$ $..% $ '%






 H. / "# ;
   
 (  8!
























  ' 4
 <!



















































  	 
  "# @
 9!










  ,55 4
  !





































































































  "555 D
 39!



































  2. 
 3!










  2. 
 (  !
 -.&$1 5# & 








  2. 
 7!
 .& . .&


















  / "
 (  8!



















  1$$ ;@
 (!
 4 $%$. .'. 5











  1$$ ;@
 (!








  "1+ 
 *!









.& 8 . 5 .& γU#. $ .%  %.






































  -+ 	-
 3!










  $ =
 (!










  1+ /
  !

















  	#% 2,
 * !






























  =  (  !











 (   !
+5%.















   /
 <!







   /
 <!
 . & $#.. .#. .& .'. 5







  @ -

























  '.. 4
 
 <!




















D$,(   !



































$ $ = = .  4  2 D= 6' 
 !
 	$































  .& ;
 (  8!





















  " 
 <!












  ". 
 (!
 ..  #6 5 +%&











































) 4# = 2%5  $
























"..#. 5 . 1.& .& ' µ%. .. .=6 5 .







   
 !













































  	+ 
 *!

$'$$ ..#. 5 & 1.&$1













 (  *!







































   ;=
 39!




















  ,$ 	-
 <!




 $ 1 @
D
 $





















  D 	
 33!
 ''#. 5 +%% .% %$  .&
$+
5/
























   	
 33!





































  4& 22
 9!
 ;& &. 5










  , 







  , 
 3*!


































 (  !






















  	&$ 
 8!
 . 1.&$1 5. %.$ .& ..#.










%5 $ ' . $ R'












































  $# 0
 78!




































  #. F
 77!







  /# ,,
 7!
 %# $ %. . $






  ' -
 7<!























  2% 
 3!













  /$1. 	
  !
 






  1$$ ;@
 *!
 .& $55. #$. D4






  2%+ ,,
 38!
 $ #% 5 %# $












  " A
 (  8!
 D.#. #&#  & $%$.





























  ,Q. /
 !






  ,Q. /
 (   !







  FP -
 7!
























































 .' #.'. %%. 5 $











  %& 
 !
 	& &































  "+ @
 3!
 	 . 5 .'. 5 ^%$










  "+ @
 <!
 A...
##.&# . 5 #%$ %.  .  #)

























































  -+ 

 $
 ;&  &#


































































  ".. 



















   	/
 77!
 .# 5
& . && ..)  $&#.5 .&&%.##
:$ .#










 (  8!













  	 
 (  !








  + 
 3!
 /$ .& $#..








  2&. D/











  -. /
 8!



















  ,. 4
 *!






3*!)  *  3

; D
  	 ;
 3!

































A 0 =+ ;  0 $&  =G1 /
  !
  %&#+. .$ 5




































  $ 
 3!




















































































  HO4 	"
 (!





























  2& 
 3 !









 55. . 5 . %.. ..% 5. 






















































  .. ,
 9!
























  41 4
 9!


















(   !
6$%.'&.#...##$..&
$$ &'










  2 D=
 8!
 H & 5$#..






































  .. ,
 !
 6.$% ' $ $+ $ .&


























  .. ,
 !
 	&









  .. ,
 9!
 $ 6 %. $ #































-#,#   " 
 7!










  4.& 
 37!



















-$ + ;$ <!









  , 0F (  !
 &# 5










  /. 
 3!
%#   .&#$

































  D 
 (   !




















  / /
 3*!















   ;2
 (!







   ;2
 (!
 .& & .&  5
















  	 -
 (  (!

































  /&' A
 (  8!

























(   !
$$&%.&#
"H	 $ . %.. 	= %. #6 ' 5. . . . &
$ \\ .. & $#..
 & 	 :% 










 &# #6  %'.  . . .& $$$  
.&.%

4
8*!)8(88 

